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RESUMO

A doenca de Chagas € considerada um grave problema de saude publica, principalmente nas
Américas, no entanto, sua presenca ja € constatada em diversos outros continentes. Estima-se
que cerca de 6 milhdes de pessoas em todo o0 mundo sejam diretamente afetadas por essa
enfermidade, resultando em mais de 12 mil mortes anualmente devido a complicacdes
associadas a doenca. Além disso, chama a atencdo o fato de que aproximadamente 70 milhdes
de pessoas vivem em areas consideradas de exposicao, o que as coloca em um patamar de maior
risco de infeccdo. Embora existam farmacos disponiveis para o tratamento da doenc¢a, como 0
benznidazol e o nifurtimox, ambos ainda apresentam falhas terapéuticas, efeitos colaterais
intensos e baixa eficacia, especialmente em pacientes que se encontram em fase cronica. Essas
limitacdes tornam evidente a necessidade de se buscar solu¢bes mais efetivas para enfrentar a
doenca de Chagas, melhorando a qualidade de vida dos afetados por essa condi¢do de saude.
Para isso, tém sido realizados estudos mais avancados e aprofundados, com o objetivo de
encontrar estratégias mais eficazes de combate a doenca em suas multiplas dimensdes. A
pesquisa direcionada a descoberta de novas farmacos surge como uma necessidade
premente, visto que os medicamentos atualmente disponiveis ndo conseguem atender
plenamente as demandas da doenca. No entanto, para avancar nessa area, € impreterivel que
se estabelecam protocolos rigorosos, permitindo a realizacdo de estudos comparativos de
forma mais sistematica e concisa. A base deste estudo reside em tracar e identificar as
principais metodologias associadas a protedbmica, uma abordagem promissora para 0
entendimento das alteracdes proteicas presentes na doenca de Chagas. Isso envolve a analise
das cepas utilizadas, o tempo de exposicdo aos farmacos, a linhagem celular empregada e as
proteinas quantificadasna pesquisa. Atraves deste estudo, nota-se uma falta de padronizacéo
para estudos ainda presente em relacéo a doenca de Chagas. O estudo em questdo revelou que a
diferenciacdo entrecepas e até mesmo a escolha de uma linhagem celular e de camundongos,
quer seja conduzidain vitro ou in vivo, apresenta consideravel variabilidade. No entanto, para
uma compreensdo mais completa, € fundamental uma exploragdo mais aprofundada das
proteinas envolvidas. Essa investigacdo detalhada permitira desvendar seus possiveis
potenciais e mecanismos na complexa interacdo entre o parasito e o hospedeiro. Através dessa
compreensdo mais profunda, é possivel vislumbrar novas oportunidades para abordagens
terapéuticas mais eficazes no contexto da doenca de Chagas.

Palavras chaves: Trypanosoma cruzi, protedmica, Benznidazol, Analise comparativa



ABSTRACT

Chagas disease is considered a serious public health issue, mainly in the Americas; however,
its presence has been documented on various other continents as well. It's estimated that around
6 million people worldwide are directly affected by this illness, resulting in more than 12,000
deaths annually due to complications associated with the disease. Additionally, it's noteworthy
that approximately 70 million people live in areas deemed as exposure zones, putting them at a
higher risk of infection. While drugs like benznidazole and nifurtimox are available for treating
the disease, both still exhibit therapeutic failures, intense side effects, and low efficacy,
especially in patients in the chronic phase. These limitations underscore the need to seek more
effective solutions to address Chagas disease and improve the quality of life for those affected
by this health condition. To this end, more advanced and in-depth studies have been conducted
with the aim of finding more efficient strategies to combat the multi-dimensional aspects of the
disease. Research focused on discovering new drugs emerges as an urgent necessity, given that
the currently available medications fall short of fully meeting the disease's demands. However,
to make progress in this field, it's imperative to establish rigorous protocols that allow for more
systematic and concise comparative studies. This study's foundation lies in outlining and
identifying the main methodologies associated with proteomics, a promising approach for
understanding the protein alterations present in Chagas disease. This involves analyzing the
strains used, the duration of drug exposure, the employed cell lineage, and the quantified
proteins in the research. Through this study, a lack of standardization in Chagas disease studies
is evident. The study in question revealed that differentiation between strains and even the
selection of a lineage, whether conducted in vitroor in vivo, exhibits considerable variability.
However, for a more comprehensive unders igation will unveil their potential and mechanisms
in the complex interaction between the parasite and the host. Through this deeper
comprehension, new opportunities for more effective therapeutic approaches in the context of

Chagas disease can be envisaged.

Keywords:  Trypanosoma  cruzi,  protedmic, Benznidazol, = Comparative  analisys
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1. INTRODUCAO

No ano de 1909, um marco histérico na medicina foi alcangado por Carlos Chagas, um
médico notavel que na época atuava como pesquisador assistente no Instituto Oswaldo Cruz
(10C). Foi nesse contexto que uma revelacdo de grande importancia surgiu na localidade de
Lassance, situada no interior de Minas Gerais. Nesse cenario intrigante, emergiu uma nova
enfermidade humana, posteriormente batizada de tripanossomiase americana, também
conhecida como a doenca de Chagas. Pela primeira vez na histéria da medicina, um dnico
pesquisador conseguiu identificar em sequéncia o vetor causador (0 inseto popularmente
chamado de "barbeiro™), o0 agente etioldgico (o protozodrio Trypanosoma cruzi) e a prépria
doenca originada por esse parasita. Carlos Chagas ndo apenas expandiu o conhecimento medico
da época, mas também demonstrou a importancia de desafiar as convencdes estabelecidas em
busca de avancos significativos na compreensdo e tratamento das doencas (KROPF;
AZEVEDO; FERREIRA, 2007).

Originaria da América Latina e presente em diversos continentes, a doenca de Chagas é
considerada endémica em 21 paises latinos, abrangendo desde o sul dos Estados Unidos até o
norte da Argentina e do Chile. A Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) estima que,
atualmente, aproximadamente seis milhdes de pessoas ao redor do mundo estdo infectadas pelo
parasita, resultando em mais de 12 mil mortes a cada ano devido a complica¢des clinicas
relacionadas a doenca. Ademais, cerca de 70 milhdes de pessoas vivem em areas de exposicao
e estdo sob risco de contrair a infeccdo (OPAS, 2022). Apesar de ser encontrada principalmente
na América Latina, a doenca de Chagas tem sido cada vez mais identificada em outros
continentes nas Ultimas décadas, fato atribuido a globalizacdo e ao aumento das viagens

internacionais e do comércio entre paises endémicos e nao endémicos (WHO, 2019).

Até a década de 1990, a doenca de Chagas era considerada a doenca parasitaria de maior
impacto socioecondmico na America Latina. A carga da doenga, aferida pelo indicador ‘‘anos
de vida perdidos ajustados por incapacidade’’ (traducdo do titulo do indicador em inglés,
Disability-Adjusted Life Years - DALY), era maior que a de todas as demais doencas
parasitarias combinadas. O DALY mede, simultaneamente, os efeitos da mortalidade e dos

problemas de saude que afetam a qualidade de vida dos individuos.



De acordo com o Ministério da Sadde (2019), até 30% das pessoas com infecgédo
cronica desenvolvem complicac¢descardiacas e até 10% apresentam complicacdes digestivas,
neuroldgicas ou combinacgdes dessascondicOes, as quais requerem tratamento especifico. Para
obter os melhores resultados possiveisem relacdo a cura, é crucial iniciar o tratamento durante

as fases iniciais da infec¢do, ou seja, na fase aguda.

Desde que foi identificada, a doenca de Chagas tem despertado a atengdo de inUmeros
pesquisadores no que se refere ao seu tratamento etioldgico. Um ndmero substancial de
substancias ja foi investigado com esse propdsito, no entanto, a maior parte delas foi utilizada
de maneira empirica. (BOAINAIN; RASSI, 1979).

No Brasil, 0 medicamento utilizado para tratar a doenca de Chagas é o Benznidazol
(BZ). Ainda que seja eficaz durante a fase aguda da doenca, alcangando uma taxa de sucesso
de 80% em termos de cura, sua eficacia durante a fase cronica, na qual a maioria dos pacientes
recebe diagndstico, € bem mais limitada, variando entre 8% e 20% (SALES et al., 2017).
Diversos fatores contribuem para a falta de sucesso terapéutico. Alguns estdo relacionados a
maneira como 0 BZ é metabolizado e distribuido pelo organismo, enquanto outros tém origem
no polimorfismo das cepas do T. cruzi, conferindo a elas perfis Unicos de suscetibilidade e
resisténcia ao medicamento (PERIN, 2019; SALES et al., 2017). O exato mecanismo de acgao
do BZ ainda permanece parcialmente desconhecido. Embora haja evidéncias de que o
tratamento possa influenciar a resposta a doenca, ainda nao foi estabelecida uma ligacédo direta
com melhorias clinicas, o que mantém seu uso indefinido em alguns cenarios (WILKINSON et
al., 2008).

Além dos efeitos toxicos resultantes do BZ e NFX, pacientes adultos precisam manter
0 uso continuo do medicamento por periodos prolongados (BERMUDEZ et al., 2016).
Portanto, existe uma crescente urgéncia em explorar abordagens terapéuticas inovadoras para
reduzir osefeitos colaterais induzidos por esses medicamentos, seja por meio de uso isolado

ou em conjunto com outros compostos.

Dessa forma, investigacdes mais detalhadas sobre sua eficacia e mecanismo de a¢éo
podem esclarecer sua utilidade, e uma delas e a técnica conhecida como proteémica. O
proteoma se refere ao conjunto de proteinas expressas em uma amostra bioldgica em um
momento e local especificos, independentemente de sua origem ser celular, tecidual ou fluidica.
A protedbmica surge como uma ferramenta de investigacdo, fornecendo suporte a estudos

focados na expressdo de proteinas, especialmente em grupos de tripanossomatideos, que sao



protozoarios que aparentemente ndo empregam o inicio da transcricdo como uma etapa
regulatoria da expressdo génica (SANTOS JUNIOR et. al., 2018). Segundo o autor BARBOSA
etal. 2012, os recentes avangos nas metodologias neste campo tém gerado novas oportunidades
para obter informacdes relevantes sobre 0s processos normais e anormais que ocorrem no
organismo humano. Isso evidencia que a protebmica viabilizou a analise simultdnea de um
amplo conjunto de proteinas, o que detém o potencial de oferecer perspectivas mais abrangentes
e minuciosas acerca dos processos biolégicos. Além disso, a protedmica pode ser empregada
na identificacdo de biomarcadores especificos e sensiveis, 0s quais demonstram utilidade no
diagnostico, no monitoramento da resposta a terapia, na previsao dos desfechos clinicos e em

diversas outras aplicacdes clinicas, incluindo a descoberta de novas doencas.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Realizar uma revisdo narrativa da literatura sobre estudos protebmicos de cepas de

Trypanosoma cruzi com distintos perfis de susceptibilidade ao benznidazol

2.2 Objetivos especificos

e Tracar estratégias de busca na literatura;

e Selecionar as publica¢des de acordo com os parametros pré-estabelecidos;

e Extrair de cada publicacdo selecionada a partir dos bancos de dados as
informacgGes sobre: modelos experimentais, cepa e DT Us utilizados, modelo de
estudoabordado e principais proteinas encontradas;

e Reunir e organizar as informagdes chaves de maneira concisa;

e Relacionar os estudos feitos em cada artigo selecionado.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Histdrico da doenca de Chagas

Segundo FITARELLI, D. B. EHORN, J. F. (2008), em 1908, na regido norte de Minas
Gerais, na cidade entdo chamada de Lassance, Carlos Chagas, figura 1, descobriria e mudaria
a historia cientifica do Brasil ao identificar mais uma doenca, que ficou conhecida como
Doenca de Chagas. Inicialmente, como assistente do Instituto Oswaldo Cruz, ele foi enviado
para investigar e combater a malaria, que estava afetando os trabalhadores daquela regido.
Entretanto, ele acabou descobrindo um possivel parasito em um mico, que foi entdo
denominado Trypanosoma minasense. Posteriormente, apos uma série de estudos, outro
parasito foi identificado, desta vez em um inseto hemat6fago conhecido como "barbeiro” ou
"chupdo”, que era bastante comum nas casas daquela regido (FITARELLI E HORN, 2008;
NEVES et al., 2005).

Figura 1 - Em 1925, Carlos Chagas descobridor da doenca recebe Einstein ao lado de outros
pesquisadores de Manguinhos em uma das varandas do castelo mourisco.
Acervo COC/FIOCRUZ (ACESSO EM: 15 de agosto de 2023).
Fonte: https://chagas.fiocruz.br/historia/carlos-chagas/



https://chagas.fiocruz.br/historia/carlos-chagas/

Em marco de 1909, Carlos Chagas se deparou com um caso clinico envolvendo uma
crianga de 2 anos que estava com febre. Ao examinar uma gota espessa do sangue da crianca
sob um microscopio, ele descobriu a presenca do mesmo parasito que estava pesquisando. A
partir desse momento, Chagas ampliou seus estudos e descobriu que se tratava de uma zoonose,
que apresentava ciclos distintos: um no inseto vetor e outro em animais, sejam eles silvestres
ou domésticos (GILBER, 2007).

Assim, o pesquisador Carlos Chagas, como uma homenagem ao seu chefe Oswaldo Cruz,
nomeou esse Novo parasito como Trypanosoma cruzi. Logo em seguida, ele realizou estudos
nos quais descobriu os reservatorios da doenga, bem como 0s insetos vetores responsaveis por
transmiti-la. Ele também investigou o ciclo biol6égico do parasito e sua patogenia por meio de

diagnosticos baseados na observacao de gota sanguinea (GILBER, 2007).

Segundo a FIOCRUZ, a contribuicdo de Carlos Chagas € considerada Unica na historia
da medicina, uma vez que abrangeu todo o ciclo da doenca: 0 agente etiologico Trypanosoma
cruzi e seu processo evolutivo; o inseto vetor, o barbeiro, e seus habitos de vida; os reservatorios
domeésticos, incluindo gatos; e a patologia - a doenca de Chagas. Sobre essa descoberta,
Oswaldo Cruz afirmou: "A revelacdo dessa enfermidade se destaca como o melhor exemplo do
poder da ldgica a servico da ciéncia. Nunca antes, no campo da pesquisa bioldgica, havia sido
alcancada uma descoberta tdo complexa e brilhante, e, mais ainda, por um tnico pesquisador.”
(CHAGAS, 1909). Em 1959 foi feita uma medalha comemorativa dos cinquentas anos de

descoberta ~ da  doenga  de Chahas, como mostra a  fugura 2.
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Figura 2 - Medalha comemorativa do cinquentenario da descoberta da doenga de Chagas.
Acervo COC/FIOCRUZ (ACESSO EM: 15 de julho de 2023).
Fonte: https://chagas.fiocruz.br/historia/carlos-chagas/



https://chagas.fiocruz.br/historia/carlos-chagas/

3.2 Ciclo da Doenca de Chagas

A zoonose conhecida como doenca de Chagas é causada pelo protozoario monoflagelado
Trypanosoma cruzi. Seu ciclo biolégico apresenta diversas fases e formas evolutivas no
hospedeiro, incluindo tripomastigotas, amastigotas, epimastigotas e esferomastigotas (NEVES

et al, 2005). A figura 3 representa de forma ilustrativa o ciclo de vida do parasito.

Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi
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Figura 3 — Eventos do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi: 1. Tripomastigotas metaciclicos sdo liberadas por
meio das fezes do inseto vetor infectado, e posteriormente o parasito pode infectar o hospedeiro vertebrado por
uma lesdo napele; 2. Tripomastigotas metaciclicas séo fagocitados e ao escaparem do fagossomose diferenciam
em formas amastigotas no citoplasma; 3. Amastigotas se replicam; 4. Amastigotas se diferenciam em formas
tripomastigotas sanguineas e apds o rompimento celular caem no sistema circulatério infectando novascélulas; 5.
Inseto vetor ingere sangue contendo tripomastigotas; 6. Tripomastigotas se diferenciam em formas
epimastigotas; 7. Epimastigotas multiplicam-se na luz do sistema digestivo do inseto vetor; 8. Epimastigotas se
diferenciam em tripomastigotas metaciclicas.

Fonte: (SANTOS JUNIOR, 2018). Acesso: 20/07/2023.

Em sua forma tripomastigotas, possuem uma morfologia mais alongada e fusiforme. Seu
nacleo é posicionado ao centro e a mitocondria (rica em DNA). Essa forma ocorre em
hospedeiros vertebrados, assim como em triatomineos, sendo encontrada em suas correntes
sanguineas e na porcdo distal do tubo digestivo do inseto vetor. No entanto, ela ndo possui a

capacidade de multiplicacdo, sendo esta a forma infectante para os hospedeiros vertebrados.



(CIMERMAN; CIMERMAN, 2008; MARKELL et al, 2003). Em formas amastigotas, sao
encontradas no interior das células de hospedeiros infectados ou em cultivo celulares, sédo
formas que se multiplicam por fissdo binaria e apresentam flagelo pequeno, porém, sem
mobilidade (LOZANO, 2011) . Ja em formas epimastigotas e esferomastigotas, ndo sao
encontradas em hospedeiros vertebrados. As epimastigotas tém flagelos e um formato
alongado, demonstrando uma grande mobilidade. Elas se multiplicam através de divisao binaria
simples tanto em meio de cultura quanto no vetor (NEVES et al, 2005). Na forma
esferomastigota, o parasito adota uma configuracdo esférica e exibe capacidade replicativa.
Essas formas sdo localizadas no vetor, mais precisamente na regido do estdmago (Cimerman,
2008).

3.3 Transmissdo da Doenca de Chagas

Conforme destacado por ARAS et al. (2003), a transmissdo da Doenca de Chagas ocorre
principalmente por vetores, englobando 80% dos casos, embora estudos revelem que em areas
urbanas, especialmente no Brasil e América Latina, a via oral é principal via de transmissao.
Além disso, outras vias de transmissdo como a acidental, congénita e por transplantestambém
sdo relevantes. Segundo os autores COSTA, M. et al, (2013), a transmissdo vetorial envolve a
interacdo entre o vetor triatomineo e o hospedeiro, sendo que a defecacdo do insetoé crucial
para a infeccdo e a transmissdo congénita ocorre via transplacentaria, demandando
monitoramento e diagnoéstico materno. Casos de transmissdo oral foram documentados em
diversos estados brasileiros (CAVALCANTI et al, 2009). Falhas de biosseguranga podem
intensificar essa forma de contaminagdo. O transplante de 6rgdos também é um meio de
contagio, principalmente em fases agudas da doenca (DIAS; AMATO NETO, 2011).

3.4 DTUs relacionados a doenca de Chagas

O T. cruzi, parasito causador da doenca de Chagas, exibe uma marcante heterogeneidade
em diversos aspectos. Essa variabilidade se manifesta ndo apenas em sua morfologia, viruléncia

e fatores genéticos, mas também em relacdo a sua patogenicidade e uma série de outros



elementos. Atualmente, essa complexidade tem impulsionado uma ampla gama de estudos que
exploram a epidemiologia, genética e outros fatores moleculares associados a diferentes cepas
e linhagens do T. cruzi. A compreensdo dessas variacfes é fundamental ndo apenas para 0
avanco do conhecimento cientifico, mas também para o desenvolvimento de estratégias mais
eficazes de prevencdo, diagndstico e tratamento da doenca de Chagas. A partir desse contexto,
estudos e métodos de identificacdo de espécies foram desenvolvidos em 2008, com o objetivo
de testar e caracterizar diversas tipagens de tripanossomatideos americanos. Apoés a verificacao
de sua eficacia, essa abordagem foi empregada para determinar e mapear as linhagens
filogenéticas, também conhecidas como Discrete Typing Units DTUs, presentes nos
tripanossomatideos americanos. Essa metodologia foi submetida a rigorosos testes e resultou

em informac6es robustas e confiaveis segundo Zingales at all, (2021).

Segundo Zingales e colaboradores (2022), atualmente o Trypanosoma cruzi exibe uma
classificagdo em sete DTUs distintas, que vao do Tcl ao TcVI e Tcbhat. A DTU Tcl possui
uma ampla distribuicdo geogréafica, abrangendo desde o sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina e Chile. Ela é encontrada tanto em ambientes silvestres quanto domésticos,
desempenhando um papel significativo na transmissdo da doenca, especialmente em areas ao
norte da Bacia Amazbnica. Essa DTU também demonstra uma consideravel diversidade
genética, incluindo possiveis subdivisdes dentro da mesma linhagem. A relacdo entre as outras
subespécies, ou seja, as Tcll, TcV e TcVI, estd associada a casos clinicos em pacientes da
doenca em paises da regido Sul e na Bolivia. Por outro lado, Tclll e TclV estdo vinculadas aos
ciclos de florestas Umidas, enquanto o Tchat é inicialmente encontrado em morcegos e
posteriormente identificado em seres humanos. Mesmo com os estudos sobre o T. cruzi
indicando um aumento significativo em suas populagdes, ainda ndo se chegou a um consenso

consolidado em relagdo a sua diversidade.

Diversos fatores, incluindo a interacdo com vetores triatomineos e hospedeiros
mamiferos, associados as condicbes ambientais, contribuem para uma maior variacdo de
DTUs, como mostra a figura 4. 1sso ocorre devido a heterogeneidade do T. cruzi, o que amplia
as chances de surgirem novas variantes. Essas mudancas séo resultado da selecdo natural que
ocorre ao longo do tempo, permitindo uma melhor adaptacdo do parasito as condicdes
ambientais e aos hospedeiros (ZINGALES et al, 2022).
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Figura 4 - Variedade de familias multigénicas que codificam proteinas de superficie é observada entre as
unidades discretas de tipagem DTUs do Trypanosoma cruzi, refletindo a adaptabilidade do parasito a diferentes
hospedeiros e ambientes. O genoma do T. cruzi esta dividido em regiGes centrais e disruptivas. A porcao central
contém genes que codificam proteinas conservadas, principalmente ligadas a fungbes de manutenc¢éo da estrutura.
Em contraste, a regido disruptiva abriga genes multicopia responsaveis por produzir proteinas polimorficas de
superficie, como TS, MASP e mucina. Estas exibem notavel variabilidade sequencial tanto intragenémica quanto
entre diferentes DTUs. Essas familias de genes desempenham papéis em varias interacdes entre o parasito e 0
hospedeiro, contribuindo potencialmente para a habilidade do T. cruzi em estabelecer infecgBes em distintas
células hospedeiras e mamiferos, além de explorar diversos nichos. As barras horizontais coloridas e os intervalos
numericos representam a quantidade de copias de genes em cada familia nas diferentes cepas de DTUs. As DTUs
comumente associadas a infec¢des humanas (Tcl, Il, IV e V), vetores (todas as DTUSs) e reservatérios (Tcl, 1l, 11
e V) sdo indicadas nos circulos na parte inferior. Fonte: (ZINGALES at all, 2021) Acesso: 27/07/2023.

3.5 Manifestacdes Clinicas

De acordo com Lozano (2011), a fase aguda da doenca de Chagas,tanto sintomatica quanto
assintomatica, ocorre principalmente em criancas e apresenta sinaiscomo o chagoma
inoculavel. Esses sinais surgem cerca de sete a dez dias apds a infec¢do epersistem por um
periodo de dois a quatro meses. A fase cronica da doenca é dividida em trésgrupos clinicos:
cardiaco, digestivo e indeterminado.

Na forma indeterminada, poucas alteracdes s@o observadas, tornando as mudancgas de



baixa relevancia. Estudos indicam que cerca de 60% dos pacientes infectados se encontram
nessa forma. Por outro lado, nas formas digestiva e cardiaca, exames identificam a presenca de
achados clinicos. A problematica subjacente é que pacientes com a forma digestiva da doenca
frequentemente apresentam resultados negativos em testes soroldgicos, enquanto exames
parasitologicos indicam positividade. segundo Lozano (2011). Isso sugere que nem todos 0s
individuos infectados exibem sintomas clinicos, permanecendo assintomaticos logo ap6s a fase

aguda da doenca, como ilustrado na figura 5.
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Figura 5 - Evolucéo da doenca de Chagas ao longo do tempo. As diferentes formas clinicas da doenga
sédo representadas pelas diferentes cores. Vermelho: individuos com a doenca indeterminada; Amarelo:
individuos com a doenca cardiaca; Azul: individuos com a doenca digestiva; Verde: individuos com a
doencacardiodigestiva. Fonte: (SANTOS JUNIOR, 2018). Acesso em: 18/07/2023.

3.6 Tratamento

De acordo com a OMS (2023), os farmacos disponiveis para o tratamento da doenca de
Chagas sdo o benznidazol ou o nifurtimox (figura 6). Ambas podem ser consideradas eficazes
quando administradas apés a infeccdo na fase aguda, assim como na transmissao congénita. No
entanto,a eficacia desses farmacos diminui a medida que a infecgéo persiste por mais tempo. Em
pacientes mais idosos, reacOes adversas tendem a ser mais frequentes. Em casos de reativagado
parasitaria, o tratamento também é recomendado, como em casos de imunossupressao ou

pacientes com afase inicial cronica.
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Figura 6 - Medicamentos utilizados no tratamento etioldgico da doenga de Chagas: (a) benznidazol; e (b)

nifurtimox. Fonte: https://chagas.fiocruz.br/doenca/tratamento/ Acesso: 10/07/2023.

Assim, a doenca de Chagas continua sendo uma condicdo para a qual ainda ndo ha um
tratamento completamente eficaz para todos os pacientes tratados, apesar das numerosas
pesquisas conduzidas por varios laboratdrios e pesquisadores, especialmente na América do
Sul. Essa dificuldade é decorrente das diferencas e da diversidade genética encontradas no T.
cruzi, resultando em alguns compostos sendo eficazes em determinadas regiGes da América do
Sul, mas ineficazes em outras, o que explica as falhas terapéuticas observadas na abordagem da
doenca OMS (2023).

3.8 Protedmica Aplicada a Doenca

Segundo LILOSO (2022), a protedmica é definida como uma técnica que se concentra na
caracterizacdo de um proteoma, englobando suas estruturas, fun¢des e modificacbes ligadas
as proteinas. Sua relevancia decorre de sua capacidade de identificar e decodificar estruturas
baseadas em modificacbes encontradas, as quais estdo associadas a conexdes expressas em
resposta a estimulos externos (figura 7). Essa abordagem € considerada bastante significativa,
ja que compreende e associa a funcdo especifica de um gene, viabilizando o diagndstico e a
compreensdo de mecanismos relacionados a patdégenos, bem como as alteragdes apresentadas

por meio da expressao em diferentes vias de proteinas funcionais associadas a diversas doencas.


https://chagas.fiocruz.br/doenca/tratamento/

LILIOSO (2022), cita também que a aplicagdo da protedmica ja& estd sendo empregada
em estudos vinculados ao T. cruzi, contudo, a utilizagdo de isolados obtidos de pacientes com
distintas manifestacdes clinicas da doenca de Chagas ainda é limitada. No contexto dessa
utilizacdo, o fator que ainda apresenta um desafio significativo reside na compreensdo das
expressdes e do metabolismo energético dessas proteinas, uma vez que as formas e cepas do T.

cruzi exibem uma notavel variabilidade.

Preparagdo do extrato Digestdo em solugdo
- Lise celular = -Reducdo
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-Deplegdo -Digestdo
-Enriquecimento
-Didlise
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Extragdo
l Eletroforese 2D dos peptideos
————i—0—0- -
0 ® 00 Digestdo em gel
-Redugdo
o 0 0 0 —> -Alquilagdo
-Digestdo

Figura 7 - Etapas comumente seguidas em uma andlise protedmica “bottom-up”: preparagdo do extrato,
digestdo e andlise por espectrometria de massa. Fonte: (EMIDIO, 2015)
Acesso: 18/07/2023



8. METODOLOGIA

Para alcancar o proposito estabelecido, foram delineadas as estratégias de pesquisa na
literatura. A coleta de informacdes teve lugar em junho de 2023, a partir de artigos cientificos

publicados nas bases de dados acessiveis pelo portal de periédicos PUBMED.

Realizou-se a correlacdo entre as palavras-chave “Chagas disease” AND (Trypanosoma
cruzi) AND (Proteomic) AND (Benznidazole), empregando o operador booleano "AND" para
gerar a intersecdo entre os descritores e filtrar somente os artigos contendo as palavras-chave
selecionadas, com o intuito de delimitar o alcance da pesquisa. Foram analisadas as pesquisas
publicadas no periodo de 2008 a 2023 e, a partir disso, essas foram inicialmente selecionadas
com base nos titulos e resumos. Esses deveriam atender, como critério primario, aos termos:
Trypanosoma cruzi, benznidazol e protebmica. Posteriormente, 0s artigos previamente
selecionados foram lidos na integra e somente aqueles que realizaram analises protedmicas
utilizando uma linhagem in vivo ou in vitro e BNZ como farmaco de referéncia foram
escolhidos para este estudo. Foram descartados os estudos que ndo exibiam resultados de pelo
menos um parametro. Além disso, 0s artigos inacessiveis ou indisponiveis também foram

eliminados.



9. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a exploracdo da base de dados do Pubmed, uma busca meticulosa resultou na
identificacdo de um total de 12 artigos considerados pertinentes ao tépico em analise. Diante
desse amplo conjunto, uma etapa de refinamento foi implementada, focalizando
especificamente na inclusdo de estudos publicados ao longo dos ultimos quinze anos, ou seja,
entre os anos 2008 e 2023.

Ao final dessa fase de avaliagdo, todos os 12 artigos se revelaram fundamentais para 0s
objetivos da pesquisa e, consequentemente, foram escolhidos para uma analise abrangente e
minuciosa em sua totalidade. A adogdo desse enfoque criterioso e minucioso se propde a
assegurar que apenas 0s estudos mais pertinentes e importantes sejam considerados no

desenvolvimento deste trabalho.



Tabela 1 - Dados extraidos dos artigos utilizados no estudo.

ARTIGO AUTOR LINHAGEM UTILIZADA CEPAE DTUs ORGAO AVALIADO
Proteoms expression and
carbonylation changes during Wen JJ, Garg NJ. Ratos Sprague-Dawley _ _
Trypanosoma cruzi infection and 2011 T
Chagas disease in mats. ¢ ) (In vwo)
Experimental Chemotherapy for de Castro SL, Batist? DG,
Chagas Disease: A Batista MM, Batista W, Daliry
Morphological, Biochemical, and A, de Souza EM, Menna-Barreto
Proteomic Overview of Potantial RF, Oliveira GM, Salomao K, - Y (DTUID =
Trypanosoma cruzi Targets of Silva CF, Silva PB, Soeiro Mde
Amidines Derivatives and N.
Naphthoquinones. (2011)
Vieira GAL, Silva MTAD, o
Trypanosoma cruzi: analysis of Regasini LO, Cotinguiba F, M acrikigos Bolivia (DTU )
two different strains after Laure HJ, Rosa JC, Furlan M, o =
piplartine treatment. Cicarelli RMB. (In vitro) Y (DTUID)
(2018)
Nagarkatti R, Acosta D,
. Acharyya N, de Araujo FF, Eloi- CL (DTU
A novel Trypanoscma eruzi Santos SM, Martins-Filho OA, Camundongos Swiss BILEED c
scmted actigenasa potential Teixeira-Carvalho A, Debrabant (In vivo) Coracio
: : £ VIV
biomarker of Chagas disease. A IVO Y (DTU D
(2020)
Vellasco L, Svensjo E, Bulant
Shelterad in Stromal Tissue CA, Blanco PJ, Nogueira F,
Cells, Trypanosoma cruzi D t G, de Almeida NP, LLC
Orchastrates Inflammatory Nascimento CR, Silva-Dos- -MK2
Neovascularization via Santos D, Carvalho-Pinto CE, (In vitro) Clone Dm28c (DTU-I) =
Activation of the Mast Cell Medei EH, Almeida IC,
Chymase Pathway Scharfstein J.
(2022)
Coracao
Baco
B X Arce-Fonseca M, Gutiérrez- ES_Ofago
Nitazoxanide: ADrug Ocejo RA, Rosales-Encina JL, Camundongos BALB/c Albarrada (DTU I) Intestino grosso
Repositioning Compound with Aranda-Fraustro A, Cabrera- fe Intestino delgad
Potential Use in Chagas Disease 3 5 2 2 CIIEAS estmo. deigado:
in a Murine Model Mata W, Rodriguez-Morales . (In vivo) Ninoa (DTU I) Cérebro
L) Miisculo esquelético
Linfonodos periféricos
(popliteos)
Genoma-scale metabolic models  Shiratsubaki IS, Fang X, Souza
highlight stage-specific ROO, Palsson BO, Silber AM, CL (DTU
differences in essential matabolic Siqueira-Neto JL. = (D I) -
pathways in Trypanosoma cruzi (2020)
Effactiveness of Nitazoxanide ~ Rodriguez-Morales O, Mendoza- N A
and Electrolyzed Oxiding Water Téllez EJ, Morales-Salinas E, Caes Nahuatl C HS Coraca
in Treating Chagas Disease in a Arce-Fonseca M. (In vivo) €pa oracao
Canine Model. (2023)
Rodriguez-Morales O, Cabrera- Coracao
Mata JJ, Carrillo-Sanchez SDC, Intestinos
Electrolyzed Oxidizing Water Gutiérrez-Ocejo RA, Baylén- i i
Modulates the Immmine Response Pacheco L, Pérez-Reyes OL, Camundongos Snli - Lm’fonodos pOP]’lt .eo %
in BALB/c Mice Experimentally  Rosales-Encina JL, Aranda- fémeas Ninoa (DTUT) Musculo esquelético
Infected with Tryp crud.  FraustroA, Hernandez-Garcia (In vivo) Eséfago
S, Arce-Fonseca M. Baco
(2020) Cérebro
Validation of ApalipoproteinA-1 Ruiz-Lancheros E, Rasoolizadeh
and Fibronectin Fragments as A, Chatelain E, Garcia- .
Markers of Pamsitological Cure Bournissen F, Moroni S, Criancas com DC
for Congenital Chagas Diseasein  Moscatelli G, Altcheh J, Ndao (In vivo) = =
Children Treatad With M.
Benznidazole. (2018)
High Throughput Approaches to  Mosquillo MF, Smircich P, Lima
Unravel the Mechanism of A, Gehrke SA, Scalese G,
Action of aNew Vanadi Machado I, Gambino D, Garat = CLDTUD -
Based Compound against B, PérezDiaz L.
Trypanosoma cruzi. (2020)
o ol Brunoro GV, Faca VM,
ere ectrophoresis aminh = -
(DIGE) Evaluation of < a M4, Ferreira AT, Camundongos Swiss
Naphthoimidazoles Mode of Trugilho‘l\vl, de Moura KC, albinos Y (DTUID) Coracio
Action: A Study in Trypanosoma Perales J, Valente RH, Menna- -
cenzi Bloodstream Barreto RF. (I.ll VIV 0)
Trypomastigotes. (2016)




Ao realizar uma andlise abrangente dos resultados obtidos, constatou-se que um total de
8 linhagens distintas de cepas do T. cruzi utilizadas ao longo dos estudos. De forma geral,
destaca-se as cepas Y e CL apresentando 8,3% (juntas) apontadas pelo Grafico 1 e separadas
ambas apresentando 16,7%, como as mais utilizadas pelo estudo. Notavelmente, é interessante
observar que muitos estudos optaram por utilizar ambas as cepas, devido as suas caracteristicas
de susceptibilidade parcial ao BNZ, bem como a necessidade de abranger uma gama de cenarios

experimentais.
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Ninoa (DTU I)

8.3% Nao informado
16,7%

Cepa HB8

CL(DTUI) Y (DTU I

16,7% 16,7%

Y (DTU II) & Bolivia (DTU I)

d,3%

Albarrada e Ninoa (DTU 1)

Clone Dm28c (DTU 1)

d,3%

Y (DTU ) e CL(DTU 1)

170

ROMANHA et al., (2010) destaca que ndo ha um consenso exato sobre protocolos de
triagem in vitro e in vivo para testar medicamentos contra o T. cruzi, tornando isso uma
justificativa para a falta de sucesso no desenvolvimento de novos farmacos. Apesar disso,
cientistas estdo empenhados em enfrentar os obstaculos que surgem no processo de criagdo de
medicamentos para a doenca de Chagas, isso inclui a identificacdo e validacdo de alvos
parasitarios, a avaliacdo de compostos contra esses alvos ou o proprio parasito, alem do
estabelecimento de um conjunto minimo de procedimentos padronizados. O objetivo €é
impulsionar 0os compostos mais promissores em dire¢do aos ensaios clinicos. Demonstrando a
seguir, que ndo ha um consenso previo de utilizagdo de modelos experimentais, sendo elas in

vivo ou in vitro nos estudos aqui relacionados representadas na Grafico 2 do estudo.



Gréfico 2 - Nimero de modelos experimentais utilizados em estudo.
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A protedmica desempenha um papel fundamental na identificacdo de proteinas, devido a
sua capacidade de detectar alteracdes metabdlicas relacionadas a patogénese de varias doencas.
No caso do T. cruzi, a leitura € principalmente influenciada pelos aglomerados policistrénicos,
gue exercem um controle pds-transcricional na expressdo génica, sustentando assim a aplicacao
de técnicas neste protozoario. ApoOs a primeira sequéncia do genoma do parasito em 2004,
diversos estudos proteémicos foram conduzidos em todos os estagios de seu ciclo, visando

identificar suas cepas e maximizar a identificacao das proteinas associadas ao T. cruzi.

Com base nas descobertas de ANDRADE et al. (2008), é possivel afirmar que estudos
que exploram diferentes cepas de T. cruzi revelam uma expressdo diferencial de uma ampla
variedade de proteinas. Essa conclusao é corroborada pelos resultados obtidos em nossa prépria
pesquisa, na qual observamos um extenso espectro de proteinas com expressao distinta, sendo
elas de proteinas reguladoras ou até mesmo de protecdo. Alguns desses estudos destacaram
variacdes altamente significativas, as quais tém presenca de diversas cepas e linhagens
celulares, assim como nas abordagens metodoldgicas empregadas. Vale ressaltar que a
complexidade dessas variagdes proteicas é reforgada pelo estudo conduzido por EL-SAYED et
al. (2005), no qual foi identificado um extenso nimero de proteinas: mais de 2.864 em todas as
formas do parasito. Notavelmente, 1.861 dessas proteinas foram localizadas especificamente
nas formas epimastigotas. Esse achado demonstra a riqueza da expressdo proteica no T. cruzi

eenfatiza a necessidade continua de investigacOes abrangentes para entender as nuances



daexpressdo proteica em diferentes contextos parasitarios.

Um exemplo demonstrativo, a proteina CYP51, que tem sido objeto de investigacdo na
maioria dos estudos aqui apresentados. De acordo com SANTIAGO et al. (2015), essa proteina
desempenha um papel fundamental no ciclo de vida do T. cruzi, demonstrando uma influéncia
crucial em varias etapas do desenvolvimento do parasito. Essa multifuncionalidade é evidente
em sua participacdo no mecanismo de invasdo do tecido conjuntivo, bem como no envasamento
das respostas imunologicas, conferindo-lhe um papel multifacetado e estratégico. Dada a sua
relevancia em processos essenciais para a sobrevivéncia do parasito, a proteina CYP51 se torna
um alvo de grande interesse nos estudos bioquimicos relacionados ao T. cruzi. A exploracdo
mais aprofundada dessa proteina tem potencial para desvendar os intrincados mecanismos
subjacentes as interacdes parasito-hospedeiro e fornecer novos estudos para o desenvolvimento
de abordagens terapéuticas direcionadas. Segundo o autor Chatelain (2018), o T. cruzi €
frequentemente designado como o "complexo cruzi®, devido a sua notavel variabilidade e a
presenca de polimorfismos identificados entre as diversas populacdes parasitarias. Nos ultimos
anos, foram realizados estudos recentes com o objetivo de padronizar técnicas e protocolos a
fim de aprimorar a genotipagem do T. cruzi. Esforcos foram direcionados para uma
compreensdo mais abrangente da genética do parasito, assim como para uma analise mais
profunda de sua distribuicdo geografica e epidemiologia. De acordo com o autor, isso se deve
a notavel capacidade do T. cruzi de infectar diferentes tipos de células. Por sua vez, explicando

a diversidade na escolha de varios tipos celulares em experimentos.

Essa abordagem multifacetada é motivada pela amplitude da habilidade do parasito em
estabelecer, manter e quantificar infeccOes, abrangendo uma ampla gama de contextos
celulares. E recomendavel que a analise do estudo seja conduzida diretamente em linhagens
celulares ja infectadas, utilizando uma Unica concentracdo de farmacos. Essa abordagem
permitiria um monitoramento mais preciso dos efeitos, especialmente em relacdo a dindmica

entre amastigotas e tripomastigotas, como observado em um Unico estudo.



10. CONCLUSAO

Podemos concluir que este estudo de revisdo mostrou que, boas avaliacdes sistematicas
desempenham um papel crucial diante do rapido aumento do conhecimento cientifico na
protedbmica do T. cruzi. Estes tipos de analises auxiliam na compilacdo das informacdes
disponiveis na literatura a respeito de uma importante padronizacdo de linhagens celulares,
utilizacdo de cepas adequadas, concentracdo de BZ e proteinas quantificadas e assim obter um

melhor entendimento sobre os diferentes aspectos apresentados dentro da doenca de Chagas.
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